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Testovanie HPV pocas skriningu

rakoviny krcka maternice

metodou Real-Time PCR




Rakovina krcka maternice

Rakovina krcka maternice je jednym z naj¢astejSich zhubnych nadorov u Zien: rocne sa vo svete deteguje viac
ako 500 tisic novych pripadov, viac ako polovica z nich je smrtelna.

Pricinou rakoviny krc¢ka maternice ’ .

) i Typy vysokého karcinogénneho
je v 95-99% pripadov HPV — V stlade s WHO rizika: 16 a 18 - najviac

' ; ; ‘ sulade s

fudsky papillomavirus onkogénne; 31, 33, 35, 39, 45, 51,

) .. i Su typy HPV
Viac ako 80 % Zien sa nakazi HPV

pocas prvych rokov po zaciatku klasifikované
sexualnej aktivity

Typy nizkeho karcinogénneho

rizika: 6, 11, 42, 43, 44
podla stupna

U 80 % infikovanych sa virus z tela ich onkogenity. Typy pravdepodobného
wyldédi do 2 rokov \ ) karcinogénneho rizika:
26, 53,67, 70, 73, 82

Asi v 10 % pripadov sa infekcia stava

chronickou s rizikom prekanceréznych Iné:
|ézii a invazivneho karcindmu kréka asi 200 druhov
maternice.

Asi 10% za
6-10 rokov

vacsi : .
norma ——— Infekcia HPV j—) prekancerdza
ne /

prip t ) J l 20-30% za
adov é 9-15 rokov

Vo

sa 80% HPV vymizlo Uspedna lie¢ba/regresia !
rako po 2 rokoch ‘
vina Invazivna rakovina

krék
a maternice vyvija dlhodobo, bez prejavov klinickych priznakov. Ochorenie sa zisti v neskorych stadiach, ked
je percento zotavenia pacientov extrémne nizke.

Rakovine kréka maternice sa da Gspe$ne predchadzat a ak sa zistia zmeny v prekancer6znom $tadiu.

WHO vyvinula subor preventivhnych opatreni zameranych na zniZenie vyskytu a umrtnosti na rakovinu
krcka maternice:

Primarna prevencia Sekundarna prevencia Tercidrna prevencia

e Oc¢kovanie proti HPV pre deti Skrining rakoviny krcka Liecba rakoviny krcka
vo veku od 9 do 14 rokov maternice od 21 do 69 rokov: maternice pre vsetky Zeny, ak
e Zdravotna vychova, sexudlna e HPV testovanie je to potrebné:
vychova deti a dospievajucich o Cytoldgia e Chirurgicka lie¢ba
Vcasna liecba prekancerdznych e Radioterapia

|ézif e Chemoterapia



Laboratdrne diagnostické metddy pri skriningu rakoviny krcka maternice:
Cytologicka metdda: vysetrenie sterov odobratych z kréka maternice a cervikdlneho kandla

e Hlavna metdda cervikdlneho skriningu kvoéli dostupnosti a pomerne vysokej Specificite (63-99%) na
detekciu prekanceréznych zmien

e M3 nizku citlivost (50-70%) v dbsledku nespravneho odberu vzoriek biomateridlu a subjektivneho
hodnotenia vysledkov, ako aj pritomnosti vzoriek s tazko klasifikovatelnymi cytologickymi zmenami

e Variantom cytologickej metddy je tekutd cytoldgia, ktord umoziuje lepSie vysetrenie lieciva

PCR metdda: detekcia typov DNA HPV s vysokym karcinogénnym rizikom vo vyteroch odobratych z krcka
maternice a cervikdlneho kanala. Uskutoénenie tohto testovania méze vyrazne zvysit Géinnost skriningu
krcka maternice!

v Zvy$enie citlivosti $tudie na 96,7 %: Signifikantne viac detegovanych
prekancerdznych lézii v porovnani so samotnou cytolégiou

v’ PredlZenie intervalov medzi opakovanymi $tudiami az na 5 rokov
v’ Znizovanie ekonomickych nakladov na skrining

Odber biomaterialu na detekciu DNA HPV a na cytologické vySetrenie sa mdZe vykonavat sucasne. Na
analyzu PCR moZno pouzit tekuté cytologické média.*

Odporica sa nasledujuci cervikalny skriningovy pristup*

Skrining je vhodny pre vsetky Zeny vo veku 21 aZ 69 rokov. Do 29 rokov je dovolené len cytologické
vySetrenie raz za 3 roky kvoli vysokému riziku infekcie HPV, ale nizkej pravdepodobnosti vzniku patolégie.
0d 30 do 69 rokov Zivota zeny je potrebné vykonat cytologické vySetrenie a testovanie HPV aspofi raz za 5
rokov. Tieto testy sa m6Zu vykonavat paralelne.

Vlastnosti pouzitia metddy PCR pri diagnostike infekcie HPV

e Vysoka citlivost metddy a vyznamna prediktivna hodnota negativneho vysledku testu. Zaroven nizka
$pecifickost, pretoze nie vidy pritomnost HPV vedie k rakovine kréka maternice v buduicnosti

e Moznost aplikacie v ktoromkolvek stadiu skriningu rakoviny kr¢ka maternice

e V pripade potreby umoZriuje analyza PCR genotypizdciu a stanovenie virusovej zataze

e Testovanie na pritomnost DNA HPV je potrebné v pripade nejednoznacnych vysledkov cytologie**



Technoldgia RealBest na testovanie HPV pri kombinovanom skriningu rakoviny krcka maternice

Pouzitie jednej biologickej vzorky na testovanie HPV Detekcia vysokorizikovych HPV, genotypizacia Vysoka prietokova schopnost vdaka platnickovému
a Liquid based cytoldgiu (LBC) a stanovenie virusovej zataze forméatu a reakénei zmesi pripravenei na pouZitie
Uzivatelsky dobry softvér Automatizacia jedného alebo viacerych krokov analyzy Servisna a metodickd podpora
I
Manualne pridanie DNA Automatické pridanie DNA
Odber vzorky na do reak¢nej zmesi pomocou RgMag/TECAN
— Amplifikacia

centrifugovanie

Liekovka s biologickym
materialom

PA
Amplifikacia

Extrakcia DNA

Pridanie DNA do reakcnej zmesi

Automaticka extrakcia
DNA (RealFly/KingFisher
Flex/RbMAg

Manualna extrakcia DNA
Interpretdcia

Liquid based cytoldgia vysledkov

Na pridanie vzoriek a reagencii do vysokoprofilovych skimaviek a tiez vyizolovanej DNA do pripravenej reakénej zmesi je mozné pouzit:
e automatickd pipetovaciu stanicu RoMag/RealBest/TECAN Freedom Evo
e multikandlové pipety




Odporucania k odberu biomaterialu

1. Nerobte vyter pocas lie€by genitalnych infekcii.

2. Testovanie by sa malo vykonat najmenej 48 hodin po:

¢ sexualnom styku, konci menstruacie;

« prediZenej kolposkopii s lie€bou 3-5% roztokom kyseliny octovej alebo Lugolu;
¢ pouzivani lubrikantov, tampdnov alebo spermicidov.

3. Pred bimanudalnym vySetrenim sa musi odobrat ster.

4. Pred odberom biomaterialu odistite vonkajsi otvor cervikdlneho kandla od hlienovej zatky a vaginalnych
sekrétov sterilnym tampdnom.

Odber steru na PCR Odber biologického

analyzu 774 materialu na Liquid
based cytolégiu a PCR

Odber sa robi pomocou urogenitdlnej sondy
alebo cytobrush. Pracovnu cast cytobrush/
sondy obsahujucu testovany material
oplachnite v skimavke s transportnym
roztokom, pritlacte k stenam skumavky a
zlikvidujte ju. Skdumavku pevne zatvorte
vekom.

Teplota a doba skladovania:

® (18-26) °C nie viac ako 2 dni;

¢ (2—8) °C nie viac ako 2 tyzdne;

* minus (18—40) °C nie dlhSie ako 2 mesiace,
pod minus 40 - dlhodobo.

Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie

vzoriek

nie je povolené.

Kontrola odberu biomaterialu

Vykonava sa pomocou cervikalnej kefky s
ektocervikdlnou a endocervikdlnou zloZkou.
Odnimatelnud hlavicu kefky spolu
s odobratym materidlom vloZzte do liekovky
so stabilizaénym roztokom, liekovku pevne
zatvorte.

Je uvedena teplota a doba skladovania
v pokynoch pre cytologické médium.
Zmrazovanie vzoriek nie je povolené.

Pri testovani sterov epitelovych buniek existuje mozZnost ziskat falosne negativny vysledok v pripade

nedostato¢ného mnozstva biomaterialu.

Na zvySenie spolahlivosti PCR analyzy sa odporuca pouZit supravu ,RealBest Validacia

vzorky“:

PouZziva sa na stanovenie dostato¢ného obsahu fudskej DNA v epitelidlnych steroch.

Umozniuje v pripade potreby uréit relativne mnozstvo patogénu vo vzorke.



Technoldgia RealBest®: riesenie pre testovanie HPV pocas skriningu rakoviny krcka

maternice

8894/8885 Transportny roztok (na
PCR)

8899 RealBest DNA expresss

Odber biomaterialu

Manualna:
8899 RealBest DNA

Automaticka:

Genotypizacia DNA HPV
s kvantifikaciou

LbALL]

8478 RealBest DNA HPV HR genotype
guantitative

Diferencialna detekcia a kvantifikacia
DNA 12 typov vysokorizikovych HPV: 16,
\_18’ 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 a 59

Extrakcia DNA

8896 RealBest extrakcia 100*

8883 RealBest UniMag*

express

\

Skrining

8444 RealBest DNA HPV Screen

Detekcia DNA 14 genotypov
vysokorizikovych HPV (bez genotypizacie):
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 a 68

8498 RealBest HPV Oncoscreen

Detekcia DNA 14 genotypov
vysokorizikovych HPV: 16, 18, 31, 33, 35,
39,45, 51,52, 56, 58, 59, 66 a 68

s diferenciaciou genotypov 16 a 18

a stanovenim celkového obsahu fudskej
DNA vo vzorke

T

Genotypizacia HPV ﬂ

8475 RealBest DNA HPV 6/11
8473 RealBest DNA HPV 16/18
8459 RealBest DNA HPV 26/51
8471 RealBest DNA HPV 31/33
8469 RealBest DNA HPV 35/45
8447 RealBest DNA HPV 44

8448 RealBest DNA HPV 66

8488 RealBest DNA HPV 68

8449 RealBest DNA HPV 26/53/66
8451 RealBest DNA HPV 68/73/82
8446 RealBest DNA HPV 6/11/44

Kvantitativne hodnote
DNA

"'.
-

8888 RealBest Validacia vzorky

nie obsahu ludskej

odobratého do média na L

kompatibilny s platfovymi

* stprava je vhodna na extrakciu DNA z biomaterialu,
iquid based cytoldgiu

Format sUprav je navrhnuty na vykonanie 96 testov,

zosilnovacmi

Diagnostické centrum DNK, s.r.o.
Brestova 14, 821 02 Bratislava
+421 911 299 324, +421 911 211 404
dnk@pharma.sk, diagnostika@pharma.sk

www.pcr.sk
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